ラットにおけるホスホノアラニン(2-Amino-3-phosphono-propionic acid)の代謝 by 堀金 彰
ラットにおけるホスホノアラニン
(2-Amino-3-phosphono-propionic acid)の代謝
著者 堀金 彰
号 231
発行年 1978
URL http://hdl.handle.net/10097/16876
氏 名(本 籍)
学 位 の 種 類
学 位 記 番 号
学位授与年月日
学位授与の要件
研 究 科 専 攻
学位 論 文 題 目
ほ り がね
堀 金
農 学 博
あきら
彰
士
農 博 第231号
昭和54年3月27日
学位規 則 第5条 第1項 該当
東北大学大学院農学研究科
(博士課程)畜 産学 専攻
ラ ツ トに お け るホ ス ホ ノ ア ラ ニ ン
(2-Amino-3-phosphono-
propionicacid)の 代 謝
論 文 審査 委 員 (主 査)
教 授 松 本 達 郎 教 授 足 立 達
助教授 堀 口 雅 昭
一731一
論 文 内 容 要 旨
目 的
2一 ア ミノー3一 ホスホノプ ロピオ ン酸は,炭 素一 リン(C-P)結 合 を有す る生体 ア ミノホスホ
ン酸の一 種で,ア ラニンの3位 の水素をホろホン基で置換 した構造 を持つ ことか ら,慣 用的にホスホ
ノアラニン(以 下PnAlaと略す)と 呼ぽれてい る。
PnAla
OH亘
月Ii
HO-P一'C?C一'COOH
ii
OHHNHz
PnAlaは,7種 の生体ア ミノホスホン酸とN一 メチル誘導体の うちで最 もよ く研究 されている2
一ア ミノエチルポスホン酸(AEPn)と 同様に ,食物連鎖の底辺に位す る海洋浮遊微生物,原 生動物,
腔腸動物な どに よって合成 され,AEPnの 合 成前駆体と考えられてい るが,代 謝の詳細は研究されて
いない。 また,、PnAlaの生理機能に関しては全 く不明であ り,AEPnに ついての研 究結果か ら類
推されているに過 ぎない。すなわち,AEPnは ホスホノリピドな ど,高 次化合物の合成素材 とな り
うるが,そ の分子の骨格,特 にC-P結 合 は安定であり,こ の結合を切断す る能力は一 部の細 菌に限
られ ることか ら推測 して,pbAlaに ついてもまた,ホ スファチ ジル セ リンのC-Pア ナ ログとして
ボスホノ リピ ドに取 り込 まれ,そ の結果,ホ スホ リパーゼ耐性の生体膜の成分 とな る可能性が考え ら
れて きた。
PnAlaの分布は従来下等動物に偏ってい るとされてきたが,近 年,人 体諸臓器お よび原生 動物が
多数生息す る反須働 物の胃内に も検出され るに及び,単 胃動物,あ るいは反甥動物の第3胃 以下での
代謝 と機能に関心 が寄せ られてい る。
本研究は,以 上の観点か らPnAIaのラ ッ トにおける代謝を調べた ものである。すなわ ち,非 標識
pnA董a並びに,〔2-1℃ 〕お よび〔3-14C〕PnAlaを合成 し,ま た,pnA」aの代謝中間産物 と考
えられ る新化合物3一 ホスホノピル ビン酸,そ の他,各 種化合物の分析法の検討の基礎に立って以下
の実験を行った。
実 験1PnAlaの ラ ッ ト腸 管 か ら の 吸 収
ラ ッ ト腸管か らのPnAla.の吸収を検討す るため,〔2-MC〕PnAla(0.52μCi,42μmo1/
head)を2頭 の ラ 。ト(♂,体 重128お よび130の に経 口投与 して,24時 間までの放射能の
糞,尿 中へ の排泄,お よび体 内残存量 を調べた。
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その結果,糞,お よび消化管内容物中の放射能は,投 与:量の3エ,4%であ り,そ の残 り,68.6%
が体内に吸収 された と計算 された。 しか し,糞,尿 お よび屠体中に残存 した放射能の合計 は79.2%
で,残 り2G.8%は回収 されなか った(Table1)。 ・
実 験2PnAlaの ラ ッ ト体 内 に お け る 分 布
実験1で 消失 した20.8%の 放射能の行方 と,吸 収 後のPnAlaの 代謝の概要 を調べ るため,
〔2-140〕PnAla(0.65μOi,4.7μmoI/head)を6頭のラ ット(♂,体 重iOO-1049)に
腹腔内投与 し,4,12,36時 間後の放 射能の呼気,尿 お よび糞中への排泄状況,並 びに各臓器の分
布を調べ ると共に,尿,腎 臓お よび肝臓 中のPnAlaの 残存率を調べた。
その結果,呼 気二 酸化 炭素中に多量の放射能があ らわれた。 したが って,実 験1に おいて,放 射能
がAEPnあ るいは,そ の トリメチル誘導体の ように完全に回収 されなか った理由は,PnAIaの 炭
素骨格が体内で完全酸化 を受けたため と推測 された。 また,PnAlaの2位 炭素 に 由来す る放射能は
広 く各臓器に分布 していることが明 らかになった(Tlable2)。
尿,腎 臓お よび肝臓中のPnAla残 存率を調べた結果では,い ずれ もPnAla態以外の放射能の蓄
積が確認 された。 特に肝臓ではPnAla態が臓器内放射能に占める割合 は,投 与後4時 間で34%,
36時 間後には,わ ずか3%に 低下 し,PnAlaの活発な代謝が行われていることが示唆された
(Table3)0
また,投 与36時 間後 に肝臓お よび腎臓か ら抽 出した脂質をシ リカゲルカラムク ロマ トグラフィー
で分画す ると,極 性脂質画分 に放射匪ピークが1つ 出現 した(Fig.1)。 これを集め酸加水分解 し
て調タた結果,AEPn画 分 には,肝 臓お よび腎臓内脂質画分の放射能の,そ れぞれ45お よび5%
が存在 した。 しかし,PnAla画分 には,い ずれの臓器において も放 射能 は検出されなかった(Tabie
4)。
すなわち,予 期に反 して,PnAlaは脂質 レベルでは存在 しえず,生 体膜の安定化 に寄与す る可能
性 もない ことが判明 したので,つ ぎに,ラ ット体内におけ る代謝の詳細を検討す ることとした。
実 験3PnAlaの ラ ッ ト体 内 に おけ る代 謝
r
実験2で 〔2」℃ 〕PnAlaの放射能が呼気中にあらわれ,PnAlaは ラッ ト体内で分解 されるこ
とが明らかになったが,C-P結 合の切断は直接確かめ られなか った。そ こで,C-P結 合あ切 断を
直接確認 し,ま た,代 謝の様相を更に検討するため 〔3-」40〕PnAla(0.99μCi,7.1μmol/head)
を2頭 の ラ。 ト(♂,体 重 各1029)に 腹腔 内投与 して,放 射能の呼気中への排泄を調べ ると共
に,肝 臓,尿 中の代謝産物中における放射能分布 を調べ た。
、その結果,呼 気中には 〔2一」4C〕PnAla投与時 と同様,速 やかに 〔'4C〕二酸化炭素が あらわれ,
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PnA正aのC-P結 合の切断が証明 された(セig..2)oまた,肝 臓では,カ ルボ ニル 化合 物,有 機
酸,ア ミノ酸 あるいは糖などさまざまな代謝産物.中に,ま た,尿 中カルボニル化合物に も放射能が検
出され,ラ ット体内におけるPnAlaの 活発な代謝が明らかになった(Table5)。
これ らの結果か ら,PnAla分解 の第1段 階 としては,脱 ア ミノ(1),脱 カルボキシル(皿),お よ
び脱ホスホニル(皿)の3反 応がいずれ も可能である こと,ま た ガ脱 ア ミノ皮応で生成した3一 ホスホ
ノピル ビン酸の代謝経路と して.も,脱カルボキ シル(a),脱ホスホ ニル(b),およびホスホン基の分
子内転移(c)の3反 応の可能性が考え られた(Fig.3)。
実 験4PnAlaの ラ ッ ト肝 臓 無 細 胞 系 に お け る 新 代 謝 経 路 の 確 認
実験3で 推測されたPnA渥aの 代謝経路の可 能性を探 るため,ラ ヅ.ト肝臓無細塵系を用し・,〔3-
14C〕PnAlaの各種代謝産物へ の取込み に対す る,3一 ホスホノピル ビン酸,2一 ホス.ホノアセ トア
ルデヒ ド,ホスホエノール ピルビン酸およびピル ビン酸の添加効果 を調べ た。
その結果,3rホ スホノ ピルビン酸の添加により2一 ホスホノアセ トアルデヒ ド,AEPn,お よび,
アセ トアルデ ヒ ド画分への放射能の取 り込みは減少あるいは 消滅 し,取 り込み に関 して,拮 抗現象が
観察 され ると同時に,放 射能が3一 ボスホノぜル ビン酸に捕 捉され無添加時に比べ約4倍 に増加 した。
また,2一 ホスホノアセ トアルデ ヒ ドを添加した場合は,3一 ボスホノピル ピン酸画分 の放射能は約
60%に 減少 し,回 収 した2一 ホスホノアセ トアルデ ヒ ド画分の放射能は,わ ずかに増加するのみで
あったが,AEPn,お よび,ア セ トアルデヒ ド画分 の放射能 は消滅した(Table.6)。
ホスホエノール ピル ビン酸および ピル ビン酸を添加 した結果 では,両 基質の添加回収率は8b%以
上であ るに も拘 らず,放 射能はいずれ にも検 出されず,ま た;放 射能の取 り込みパタソも,3一 ホス`
ホノピルビン酸へ の取 り込み増加を除き,影 響を受けなかった(TabIe7)。
なお,実 験過程において,ホ スホエ ノール ピル ビン酸お よび ピル ビン酸の添加が3一 ホスホ ノピル
ビソ酸の代謝 に影響を及ぼす こと,ま た,3一 ホスホノ ピル.ビツ酸は,ピ ル ビン酸キナーゼ(EC:
2.7.1.40),または,乳 酸脱水素酵素(EC:1.1..1.27)に阻害効果 を及ぼ す ことが明らか
となり,PnAlaの 代謝 産物 と解糖中間体 との間に相互作 用のあることが示唆された。
結.論
本研究によって,ラ 。トにおけるPnAlaの.新代謝経路が確認 され,そ の結果,"生 体ア ミノホス
ホン酸は高等動物体内で安定であ る".とい うこれまでの通説は覆され た・.
すなわち,ラ 。.トに経 口投与 したPnAIaは,AEP血.と同様に効率 よく吸収 される。 しか し,吸収
後はAEPn,お よび,そ のN一 メチル誘導体な どとは異なって,速 やかに 代謝 され,PnA且a→3
一、ホ入ホノピル ビン酸 →2一 ボスホ ノァセ トアルデヒ ド→ アセ トアルデヒ ドの経路を辿っ七PhAIa
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のC-P結 合の切断 と炭素骨格の酸化がおきること,ま た,2一 ホスホ ノアセ トアルデヒ ドの一部は
AEPnに 変換 し,こ のAEPnが 脂質に取 り込 まれることが 明 らかになった(Fig.4)。 この代謝
経路は高等動物のみならず,広 く下 等生物 に も存在する もの と推察 され る。
PnAla.は,直接ホスホノ リピ ドの構成成分 として機能する可能性 は低 く,む しろ,分 解中間産物
を通 じ,間 接的にエネルギー産生反応に影響 を与えることも示峻 された。
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Table1 DISTRIBUTIONOFRADIOACTIVITYINEXCRETAANDTISSUESAFTER
ORALADMINISTRATIONOF[2-14C]PnAla
Radioactivity
a
(%of.dose)
Feces
Digestivecanal*contents
Urine
b(Carcass)
Kidney
Liver
Digestivecanal*
(Total)
29.6
},g
24.1
(23.7)
(79.2)
z.a
1.6
0.7
31.4
a
b
★
Table2
Meanof2rats(24hrafteroraladministration).
Radioactivityretainedin-ratbody.
Stomachandintestine.
DISTRIBUTIONOFRADIOACTIVI丁YINEXCRETAANDTISSUESAFTER
14C]PnAlaINTRAPERITONEALINJECTIONOF[2一
Radioactivity (%ofdose)a
4 12 36 (hr)
Urine
ExpiredCOZ
Feces
b(Carcass)
Kidney
Liver
Intestine
Pancreas
Spleen
Blood*
Muscle**
31.8
7.6
0.oi
(60.6)
44.5
1.6
2.1
0.4
0.2
1.1
3.1
44.6
24.3
0.03
(31.1)
8.5
1.7
1.6
0.z
o.z
O.7
2.9
51.8
32.8
0.03
(15.4)
1.8
2.1
1.O
o.z
o.i
O.5
2.4
?
?
?
?
??
Meanof2rats.
Radioactivityretainedinratbody(calculated).
Calculatedas6.5%of,bodyweight(Munro,1968).
Calculatedas36%ofbodyweight(NakagawaandMasana,1971).
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Table3 DISTRIBUTIONOF
INTRAPERITONEAL
RADIOACTIVITYINPnAlaAFTER
14C]P
nAlaINJECTIONOF[2一
..,! RadioactivityinPnAla{%)a
4 12 36(hr)
Urine
Kidney*
Liver
?
?
?
?
?
?
?
?
【?
?
?
?
?
?
65
45
3
?
?
ofradioactivityofurineoreachtissue.
Trichloroaceticacid-solublefraction.
Table4 DIS丁RIBUTIONOFRADIOACTIVITYINPHOSPHOLIPIDCOMPONENT
14AFTERIN丁RAPERITONEALINJECTIONOF[2-C]PnAla
Radioactivity
a
(銘)
AEPn PnAla Serine
Liver
Kidney
45.3
5.3
?
?
?
?
?
?
?
?
aIoftotallipidradioactivityin
injection).
NDNoradioactivitywasdetected.
eachtissue(36hrafter
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Table5 INCORPORATIONOFRADIOACTIVITYFROM[3-14C]PnAlalNTO
VARIOUSMETABOLITESINTHELIVERANDURINEOFRATS
Radioactivity(%ofdose)a
Liver Urine
Carbonylcompounds
Pyruvicacid
Phosphonocarbonylcompounds
Acetaldehyde
a-Ketoglutaricacid
Organicacids
Lacticacid+Succinicacid
Aceticacid
Aminoacids
PnAla
AEPn
Glutamicacid
Alanine
Asparticacid
Serine
Glycine
Carbohydrates
Glucose
Glycogen
2.5
2.3
1.9
].9
5.3
1.5
25.7
3.4
9.8
8.9
5.9
2.4
z.i
9.7
2.2
o.oz
O.44
0.03
0.01
aMeanvaluesareexpressedas
(4hrafterinjection).
%ofradioactivityineachsample
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Table6
14C]PnAlaINTOCARBONYLINCORPORATIONOFRADIOACTIVITYFROM[3-
COMPOUNDSANDAMINOACIDSINCELL-FREEPREPARATIONSOFRATLIVER
Incorporationofradioactivitya(%ofdose)
Addition
None
Pyruvicacidand
phosphoenolpyruvicacid
3-Phosphonopyruvicacid
2-Phosphonoacetaldehyde
AEPn
Acetaldehyde
Phosphoenolpyruvicacid
Pyruvicacid
Phosphonoaceticacid
Alanine
0.33
0.19
0.09
0.02
ND
ND
ND
ND
0.90
0.19
0.os
O.03
ND
ND
ND
ND
a.
ND
Meanofduplicates(20minof
Noradioactivitywasdetected.
incubation).
Table7 INcoRPoRATIoNoFRADIOAC.TlvlTY.FROM.[3-14C]PnAlaIN丁OcARBONYL
COMPOUNDSANDAEPnINCELL-FREEPREPARATIONSOFRATLIVER
Incorporationofradioactivitya(鉛ofdose)
Addition
None 3-Phosphono-
pyruvicacid
2 Phosphono-
acetaldehyde
3-Phosphonopyruvicacid
2-Phosphonoacetaldehyde
AEPn
Acetaldehyde
0.29
0.14
0.09
0.of
1.10
0.oz
ND
ND
(34.5%)0.18
0.17(31.2箔)
trace　　.
霞D
?
?
ND
Meanofduplicates(20minofincubation).
Recoveriesofaddedphosphonocarbon,yl
dinitrophenylhydrazones.
Noradioactivitywasdetected.
compoundas2,4一
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??。
??
?
?
??
?
?
?
??
?
?
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(III)COOH
堅H2
HOOC-CH-CH2-PO3HZ
PnA]a
(II)Pi
H2N-CH2-CHI」PO3H2
AEPn
・÷1・晦ll9・1十
3-Phosphonopyruvic
acid
fb)
Pi
H・C一関ICHみ ・C-1・CH35L
AlaninePyruvic-acid
(c)
PO3H2
0
HOOC-C=CH2
Phosphoenol-
pyruvicacid
NHz
、.1.CH2.P%,2ム1.CH3
2-Phosphono-
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Fig.3 POSSIBLECATABOLICPATHWAYOFPnAla
?
、
H2N・CH2唱CH2rPO3H2…'←AEPn鴨」巾id
AEPn
撃H.2
HOOC-CH-CH2-PO3H2
PnAla
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Fig.4
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審 査 結 果 の 要 旨
ホスホノアラニソは,反 甥 胃内原生動物や水棲下等生物 などによって生産される アミノホス ホン酸
の一種であ る。 この物質の反鋼 動物の第3胃 以下,あ るいは単胃動物 における代謝 と機能 については,
下等生物におけると同様,ほ とんど不明であ.り 他の生体 ア ミノホスホ ン酸 に関する研究か ら類推 さ
れ るのみであ った。本研究は これを解明す るため ラッ トにおけるホス ホノ アラニンの代謝を研究 した
ものである。
著老は,まず,〔2-14G〕 ホスホノア ラニンを調製 し,こ れをラツMこ 経 口投与 あるいは腹腔内
注射 して吸収,排 泄 と代謝産物を調べ,代 謝 中間体 として新化合物ホスホ ノピル ビソ酸を同定す ると
ともに,ホ ス ホノアラニソの一部 は脂質結合形の2一 アミノエチルポス ホソ酸 に変化 している ことを
見出 した。高等動物にア ミノホス ホン酸の分子修飾能を確認 したのは本研 究が最初である。また,代
謝産物の標識化パ タソか ら推測 した ホスホノアラニソの炭素一 リソ結合の切断反応は,腹 腔内に 〔3
-14C〕 ホスホノアラニンを注射 し ,その放射能が呼気二酸化炭素 として回収され ることを確認 し
て証 明 した 。細菌以外の生物において,ア ミノホスホ ソ酸 の炭素一 リソ結合の 切断能を確認 したの も
本研究が初めてであ る。
invivoにおけ るカルボニル化合物,ア ミノ酸,有 機酸お よび糖への放射能の取 り込みか ら推定
した代謝経路につい て,著 者 はさ らに,ラ ツ ト肝臓無細胞系における 〔3-14G〕 ホスホノア ラニ
ンの取 り込み実験 を行ない ,アイ ソトープ捕捉法お よび拮抗法に より検討を加えた。その結果,ボ ス
ホノアラニンは,ま ず,ア ミノ基転移反応によ りホス ホノ ピビソ酸に変化 し,つ いで,脱 炭酸反応 に
よりホスホ ノアセ トアル デヒ ドになったの ち,脱 ホスホニルあるいはア ミノ化を うけ てアセ トアルデ
ヒ ドあ るいは2一 アミノエチルホ スホン酸 に至るとい う経路を明らかに した。炭素一 リソ結合の切断
を伴 なうこの新代謝経路 の確認は,生 物界における リソ元素のサイ クルの一部を明 ㍗かに した点 にお
いて も,そ の意義 は大 きい。
以上 の如 く,本 論文は ラッ トにおけ るホス ホノアラニソ代謝 の特性 を明 らかにし動物栄養学 に対 し
基礎的 知見を与 え ると同時に,生 体有機 リン化合物 の生物化学にも貢献す る所が大き く,著 老 に農学
博士 の学位を 授与す るに充分 なもの と判定す る。
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